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【要約】 
 ホスファチジン酸 (PA) は、細胞膜を構成するグリセロ脂質の一つで、細胞の分裂・
遊走・分化などの様々な細胞機能に関与している。PA はグリセロール骨格の 1 位と 2
位に脂肪酸を結合した構造を有し、2 つの脂肪酸の組み合わせから 50 種以上の分子種
が存在する。しかしながら、細胞刺激に応答して産生される PA 分子種はほとんど分か
っていない。本研究では、神経細胞で産生される PA 分子種を同定し、その機能を調べ
ることを目的とした。 
 神経分化誘導を行った Neuro-2a 細胞 (マウス神経芽細胞腫) 中の PA 分子種量を、最
近我々が開発した高感度・高再現性の液体クロマトグラフィー・質量分析法を用いて測
定した。その結果、分化誘導によって 16:0/16:0-PA (X:Y=脂肪酸の炭素数:脂肪酸の不飽
和度) が顕著に増加すること、その増加は分化初期にみられること、ジアシルグリセロ
ールキナーゼζ (DGKζ) によってその一部が産生されることが分かった。また、DGKζ
の発現抑制によって神経突起の形成が抑制された。 
 PA 分子種別の結合蛋白質スクリーニングを行い、PA の相互作用因子としてα-シヌク
レインを同定した。α-シヌクレインはその異常凝集がパーキンソン病発症の原因の一つ
であると考えられている。興味深いことに、18:1/18:1-PA が他の PA 分子種と比較して、
α-シヌクレインに対して顕著に強い結合親和性及び凝集促進能を示すことが分かった。 
 16:0/16:0-PA が神経突起形成に、18:1/18:1-PA がα-シヌクレインの凝集にそれぞれ関
与することは、異なる PA 分子種が神経細胞内でそれぞれ重要な生命現象の調節因子と
して働いていることを示唆している。 
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【略号】 
CBB, クマシーブリリアントブルー  
CD, 円二色性 
Chol, Cholesterol 
DG, ジアシルグリセロール 
DGK, ジアシルグリセロールキナーゼ 
DMEM, ダルベッコ改変イーグル培地 
DMSO, ジメチルスルホキシド 
FBS, ウシ胎仔血清 
FIPI, 5-Fluoro-2-indolyl deschlorohalopemide 
HE, ヘマトキシリン・エオジン 
IPTG, Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside 
KD, Kinase dead 
LC, 液体クロマトグラフィー 
MS, 質量分析 
PA, ホスファチジン酸 
PBS, Phosphate buffered saline 
PC, ホスファチジルコリン 
PRMT8, Protein arginine methyltransferase 8 
PLD, ホスホリパーゼ D 
PS, ホスファチジルセリン 
siRNA, Small interfering RNA 
WT, Wild type 
  
6 
 
第１章 
神経分化誘導で産生される 
ホスファチジン酸分子種及び 
産生酵素の同定とその機能の解析 
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1-1 緒言 
 ホスファチジン酸 (PA) は細胞膜を構成するリン脂質のひとつで、セカンドメッセン
ジャーとして細胞分裂 [1]・遊走 [2]・分化 [3] などの様々な生理機能を調節している。
これまでに、PA は phosphatidylinositol-4 phosphate 5 kinase (4, 5)、mammalian target of 
rapamycin [1]、atypical protein kinase C [6]、p21 activated kinase [7, 8] などのシグナル分子
を調節することが報告されている。細胞内シグナル脂質としての PA は、ジアシルグリ
セロールキナーゼ (DGK) によるジアシルグリセロール (DG) のリン酸化 [9–12] やホ
スホリパーゼ D (PLD) によるホスファチジルコリン (PC) の加水分解 [13–15] によっ
て産生される。 
 PA はグリセロール骨格の 1 位と 2 位に脂肪酸が結合した構造を有し、その種類や組
み合わせから細胞内には 50 種以上の PA 分子種が存在する。しかしながら、PA は微量
成分で、且つ液体クロマトグラフィー (LC) 上で他の主要なリン脂質からの分離が難し
く、再現性よく高感度な分析が困難であった。そのため、細胞内シグナル伝達でどのよ
うな PA 分子種が産生されるのかはほとんどわかっていない。我々は最近、移動相中の
アンモニア濃度を高くし、他の主要なリン脂質よりもシリカカラムからの溶出を遅くす
ることで、高感度・高再現性の LC-質量分析法 (MS) を開発した [16]。本手法を用いた
研究から、マウス細胞障害性 T 細胞である CTLL-2 細胞のインターロイキン-2 刺激によ
って 36:1-, 40:6-, 40:5-PA (X:Y=2 つの脂肪酸の炭素数の総和:2 つ脂肪酸の不飽和度の総
和) が産生されること (16)、マウス骨格筋芽細胞である C2C12 細胞の高濃度グルコー
ス刺激によって 30:0-, 30:1-, 32:0-, 32:1-, 34:0-, 34:1-PA が産生されること [17] を見出し
ている。本研究 [18] では、同手法を用いて神経細胞で産生される PA 分子種を同定し、
その機能を解析することを目的とした。 
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1-2 試薬と実験手法 
1-2-1 試薬及び実験機器・器具 
試薬 
・ダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM) (Wako, 044-29765) 
・ウシ胎仔血清 (FBS)  
・ペニシリン・ストレプトマイシン (Wako, 168-23191) 
・レチノイン酸 (RA) (Sigma Aldrich, 186-01114) 
・高速液体クロマトグラフィー用クロロホルム (Wako, 039-08633) 
・LC/MS 用メタノール (Wako, 134-14523) 
・高速液体クロマトグラフ用ヘキサン (Wako, 084-03421) 
・試薬特級アンモニア水 (Wako, 016-03146) 
・酢酸アンモニウム (Wako, 018-21041) 
・5-Fluoro-2-indolyl deschlorohalopemide (FIPI) (Calbiochem) 
 
実験機器・器具 
・100 mm/Tissue Culture Dish (IWAKI, 3020-100) 
・トーマ血球計算盤 (サンリード硝子, A105)  
・ねじ付き試験管 (IWAKI, TST SCR 16-125) 
・ねじ付き試験管 (IWAKI, TST SCR 13-100) 
・キャップ TF ライナー付 (IWAKI, 84-0262 ) 
・キャップ TF ライナー付 (IWAKI, 84-0261) 
・試験管ミキサーTRIO (High Type) (アズワン, 1-4611-11) 
・短型バイオピペット (アズワン, 1-8575-01) 
・バイオピペット (アズワン, 1-8621-03) 
・ピペットポンプ (アズワン, 2-3018-03) 
・アイボトル (短型) (アズワン, 1-4567-13) 
・メディウム瓶 (PYREX®オレンジキャップ付) (アズワン, 1-4993-06) 
・オートクレーバブルボトルトップディスペンサー  DISPET EX (NICHIRYO, 
00-DPX-50) 
・パスツールピペット 9" ディスポーザブル (IWAKI, IK-PAS-9P) 
・ラボランスクリュー管瓶 (9 mL) (アズワン, 9-852-05) 
・ラボランスクリュー管瓶 (2 mL) (アズワン, 9-852-01) 
・マイクロシリンジ (HAMILTON, 20785-U) 
・0.2 mL Sc-Vial トウメイ TopSert (ジーエルサイエンス, 1030-51028)  
・Blue screw tp, pre-slit PTFE/Si septa (Agilent Technologies, 5183-2076) 
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・Unison UK-Silica column (3 μm, 150×2.0 mm, Imtackt, UKS25) 
・Unison UK-C18 column (3 μm, 150 × 2.0 mm, Imtackt, UK035) 
・Accela LC Systems (Thermo Fisher Scientific) 
・Exactive Orbitrap MS (Thermo Fisher Scientific) 
 
1-2-2 細胞培養、分化誘導、トランスフェクション、逆転写 PCR (RT-PCR) 
細胞培養 
 マウス神経芽細胞腫である Neuro-2a 細胞は European Collection of Authenticated Cell 
Cultures から取得した。Neuro-2a 細胞は、増殖用培地 (10% FBS、100 U/ml ペニシリン、
100 μg/ml ストレプトマイシンを含む DMEM) で培養した。継代では 8.0×105 
cells/100-mm dish となるように播種し、CO2インキュベータ内で 48 時間培養した。 
 
RA による神経分化誘導 
 Neuro-2a細胞を 100-mm dishに 5×105 cells/dishで播種して 24時間培養し、RA（20 μM）
を添加した分化誘導用培地 (2% FBS、100 U/ml ペニシリン、100 μg/ml ストレプトマ
イシンを含む DMEM) へ置換して 24~72 時間培養した。コントロールの細胞は、ジメ
チルスルホキシド (DMSO) (0.1% v/v) を添加した分化誘導用培地で同様にして培養し
た。 
 
血清飢餓による神経分化誘導 
 Neuro-2a 細胞を 100-mm dish に 5×105 cells/dish で播種して 24 時間培養し、100 U/ml ペ
ニシリン、100 μg/ml ストレプトマイシンを含む DMEM へ置換して 24 時間培養した。
コントロールは、10% FBS、100 U/ml ペニシリン、100 μg/ml ストレプトマイシンを含
む DMEM で 24 時間培養した。 
 
Small interfering RNA (siRNA)のトランスフェクション 
 Neuro-2a 細胞を phosphate buffered saline (PBS) で 2 回洗浄し、1×107 cells/mL となるよ
うに Neuro-2a 細胞を Opti-MEM で懸濁した。細胞懸濁液 800 μL に対して 800 pmol の
siRNA (GC Medium Duplex #2, DGKδ-siRNA, DGKζ-siRNA #1, DGKζ-siRNA #2) を加え、
4 mm キュベット (ネッパジーン) に移した。siRNA の導入は Gene Pulser Xcell™ 
electroporation system (Bio-Rad Laboratories) を用いたエレクトロポレーション法 (350 V, 
300 μF) により行った。細胞は増殖用培地に懸濁し、100 mm dish へと播種した。 
 
DNA プラスミドのトランスフェクション 
 Neuro-2a 細胞を PBS で 2 回洗浄し、1×107 cells/mL となるように Neuro-2a 細胞を
DMEM に懸濁した。細胞懸濁液 570 μL に対して 30 μL の DNA プラスミド (1 μg/μL) を
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1-2-4 PA 分子種の測定 
 細胞から抽出した総脂質に内部標準試料 (I.S.) として 300 ng の 14:0/14:0-PA を加え
て、窒素気流下で乾固させた後、シリンジを用いて 75 μL のクロロホルム/メタノール 
(2:1) を加えた。そのうち 10 μL を UK-silica column (3 μm, 150 × 2.0 mm) を連結した
Accela LC Systems によって分離した。移動相として極性の低い溶媒 A (クロロホルム/
メタノール/28%アンモニア水 = 89:10:1) と比較的極性の高い溶媒 B (クロロホルム/メ
タノール/28%アンモニア水/水= 55:39:1:5) を用いた。溶媒Aと溶媒Bの比率を、0 – 5 min 
A:B (80:20), 5 – 25 min A:B (80:20→40:60), 25 – 30 min A:B (40:60→30:70), 30 – 40 min 
A:B (30:70) となるようにグラジエントをかけた。クロマトグラフィーは流速を 0.3 
mL/min、25℃で行った。サンプルは 4ºC にしたトレイ上で測定まで保管した。Accela LC 
Systems で分離した試料を Exactive Orbitrap MS でイオン化及び検出を行った。イオン化
法は高極性物質に適しており、フラグメントイオンをほとんど生成しない ESI を用いた。
イオンスプレー電圧は、ネガティブイオンモードは–5.0 kV、ポジティブイオンモード
は 5.0 kV に設定した。脱溶媒のため、キャピラリー温度は 300℃に設定した。他のパラ
メーターは製造元の推奨に従い設定した。分離したリン脂質を分解能 50,000 の Orbitrap 
Fourier Transform MS で m/z 450~1100 のネガティブイオンとポジティブイオンとして測
定した。検出されたイオンは Xcalibur software によって解析した。MS ピークは
mass/charge (m/z) 比に基づいて同定し、これらの脂質の m/z 値は X:Y の形で表記した。
X はリン脂質の 2 つの脂肪酸の炭素数の総和を、Y は 2 つの脂肪酸の不飽和度の総和を
表している。30:0-, 32:0-, 34:0-PA の脂肪酸組成の同定は、MS/MS 解析により行った。
35 eV の衝突エネルギーによりフラグメントイオンを得た。 
 
1-2-5 DG 分子種の測定 
 細胞から抽出した総脂質に I. S. として 300 ng の 12:0/12:0-DG を加えて、窒素気流下
で乾固させた後、シリンジを用いて 75 μL のクロロホルム/メタノール (2:1 (vol.)) を加
えた。そのうち 10 μL を UK-C18 column (3 μm, 150 × 2.0 mm) を連結した Accela LC 
Systems によって分離した。移動相として比較的極性の高い溶媒 C (ヘキサン/クロロホ
ルム/メタノール/水/1 M 酢酸アンモニウム = 20:70:200:50:0.34) と極性の低い溶媒 D 
(ヘキサン/クロロホルム/メタノール/水/1 M 酢酸アンモニウム = 50:100:150:20:0.32) を
用いた。溶媒 C と溶媒 D の比率を、0 – 4 min C:D (40:60 → 25:75), 4 – 8 min C:D (25:75), 
8 – 13 min C:D (25:75→20.8:79.2), 13 – 18 min C:D (20.8:79.2→40:60), 18 – 20 min C:D 
(40:60) となるようにグラジエントをかけた。クロマトグラフィーは流速を 0.2 mL/min、
25℃で行った。サンプルは 4ºC にしたトレイ上で測定まで保管した。Accela LC Systems
で分離した試料を Exactive Orbitrap MS でイオン化及び検出を行った。イオン化法は高
極性物質に適しており、フラグメントイオンをほとんど生成しない ESI を用いた。イオ
ンスプレー電圧は 5.5 kV に設定した。脱溶媒のため、キャピラリー温度は 300℃に設定
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した。他のパラメーターは製造元の推奨に従い設定した。分離した脂質を分解能 50,000
の Orbitrap Fourier Transform MS で m/z 300~900 のポジティブイオンとして測定した。検
出されたイオンは Xcalibur software によって解析した。MS ピークは m/z 比に基づいて
同定した。 
 
1-2-6 細胞形態変化の観察 
 細胞形態の観察はヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色により行った。Neuro-2a 細胞
を 60-mm dish に播種し、培養および分化誘導処理を施した。培地を除き、PBS で洗浄
した後、3.7%パラホルムアルデヒド/PBS で 15 分間処理して固定化した。PBS で洗浄し
た後、55ºC に加温したマイヤーヘマトキシリン溶液で 5 分間処理し、55ºC に加温した
PBS で数回洗浄することで色出しを行った。次に、エオジン溶液で 5 分間処理し、PBS
で 2 回洗浄した。マウント剤を滴下し、カバーガラスで封入した。 
 細胞形態は位相差顕微鏡を用いて観察した。各条件で 200 個以上の細胞を観測し、細
胞体に対して 2 倍以上の突起を有する細胞を神経様細胞へと分化した Neuro-2a 細胞と
してカウントした。 
 
1-2-7 統計処理 
 統計処理は Student's t-test を用いて行った。 
  
13 
 
1-3 結果 
1-3-1 RA による神経分化誘導で産生される PA 分子種の解析 
 Neuro-2a 細胞は、RA 処理及び血清飢餓によって神経様細胞へと分化するため、神経
分化の研究で広く用いられている細胞株である。我々は、最初に Neuro-2a 細胞の神経
分化誘導によって PA が増加するかどうか調べた。分化誘導のために、2% FBS 及び 20 
μM RAを含む分化誘導用培地でNeuro-2a細胞を 24時間培養した。コントロールとして、
2% FBS 及び RA の溶媒である DMSO (0.1% (v/v)) を含む培地で同様に培養した。細胞
形態を観察したところ、コントロール細胞は球形をしていたが、RA を添加した細胞で
はその多くが長い神経突起を有しており、分化誘導が確認された (Fig. 1)。細胞から総
脂質を抽出し、LC-MS で PA 分子種を測定した。DMSO と比較して、RA による分化誘
導で総 PA 量は 2.0 倍に増加した (Fig. 2)。PA 分子種別の量的変動では、飽和脂肪酸を
含有する PA 分子種が増加しており、一方で不飽和脂肪酸を含む PA 分子種は減少する
傾向にあった (Fig. 3)。特に、32:0-PA が RA 処理によって 6.8 倍へと顕著に増加してい
た (Fig. 3)。 
 次に 32:0-PA が神経分化のどのタイミングで産生されるのかを調べた。2% FBS 及び
20 μM RA を含む分化誘導用培地で Neuro-2a 細胞を 1~3 日間培養し、細胞内 32:0-PA 量
を解析した。細胞形態を観察したところ、分化誘導をかけていない細胞は球状をしてい
たが、1~3 日間分化誘導をかけた細胞は長い神経突起を有していた (Fig. 4)。特に、分
化 3 日目では枝分かれをしている突起を有する細胞が観測された。32:0-PA 産生量につ
いてみてみると、分化 1~2 日目で顕著に増加し、分化 3 日目では分化 2 日目と比べて減
少していた (Fig. 5)。 
 RA による神経分化誘導時に主に増加していた 30:0-, 32:0-, 34:0-PA について、MS/MS
解析によりその脂肪酸組成を調べた。その結果、30:0-PA は 14:0/16:0-PA が 100%であっ
た (Table 2)。32:0-PA は 95%が 16:0/16:0-PA で、5%が 14:0/18:0-PA であった。34:0-PA
は 100%が 16:0/18:0-PA であった。従って、RA による神経分化誘導では共通してパルミ
チン酸 (16:0) を含む PA 分子種が増加していることが分かった。 
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1-3-2 血清飢餓による神経分化誘導で産生される PA 分子種の解析 
 次に、RA 添加で見られた現象が分化誘導時に一般的に見られるか否かを探るために、
血清飢餓による神経分化誘導を行った時に、RA と同様に 32:0-PA が増加するのか否か
確かめた。分化誘導のために、FBS を含まない分化誘導用培地 (0% FBS) で Neuro-2a
細胞を 24 時間培養した。コントロールとして、FBS を含む培地 (10% FBS) で同様に培
養した。細胞形態を観察したところ、コントロール細胞は球形をしていたが、血清飢餓
にさらした細胞ではその多くが長い神経突起を有していた (Fig. 6)。細胞から総脂質を
抽出し、LC-MS で PA 分子種を測定した。コントロールと比較して、血清飢餓による分
化誘導で総 PA 量は 2.6 倍に増加した (Fig. 7)。PA 分子種別の量的変動では、RA による
分化誘導時と同様に、飽和脂肪酸を含有する PA 分子種が増加しており、一方で不飽和
脂肪酸を含む PA 分子種は減少する傾向にあった (Fig. 8)。特に、32:0-PA が RA 処理に
よって 7.2 倍と顕著に増加していた。 
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1-3-3 ホスホリパーゼ D (PLD) の阻害による 32:0-PA 産生酵素の探索 
 細胞内で、PA は主に 2 つの経路から産生される。ホスファチジルコリン (PC) から
PLD を介して産生される経路 (Fig. 9) とジアシルグリセロール (DG) から DG キナー
ゼ (DGK) を介して産生される経路 (Fig. 10) である。そこで、阻害剤又は siRNA を用
いて神経分化誘導時の 32:0-PA 産生に関与する酵素の同定を試みた。 
 PLD は哺乳動物で PLD1、PLD2、mitoPLD が同定されている。FIPI は PLD1 と PLD2
の阻害剤であり、in vitro 及び細胞で PLD1 と PLD2 を 10–100 nM で阻害する [20, 21]。
32:0-PA 産生に対する PLD の寄与を調べるために、PLD 阻害剤である FIPI を用いた解
析を行った。Neuro-2a 細胞を 1 μM FIPI 存在下もしくは非存在下で 24 時間の分化誘導
を行った。その後、LC-MS で PA 分子種を測定し、FIPI の 32:0-PA 産生に対する阻害効
果を評価した。 
 RA による分化誘導時に FIPI を添加したところ、PLD 阻害による 32:0-PA 産生量の有
意な減少は認められなかった (Fig. 11)。同様に血清飢餓による分化誘導を行った場合で
も、PLD 阻害による 32:0-PA 産生量の有意な減少は認められず、逆に増加傾向が認めら
れた (Fig. 12)。 
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1-3-4 DGKδの発現抑制による 32:0-PA 産生酵素の探索 
 次に、32:0-PA 産生に対する DGK の寄与を解析した。現在、哺乳動物では 10 種の
DGK アイソザイムが同定されており、その構造的特徴から 5 つのサブタイプに分類さ
れている (Fig. 13) [9–12]。しかしながら、現在市販されている DGK 阻害剤はそのすべ
てを阻害するものはなく、また、単独のアイソザイムを特異的に阻害するものもない。
当研究室の研究により、in vitro で DGK 阻害剤 R59022 (30 μM) は DGKα, DGKε, DGKθ
を、DGK 阻害剤 R59949 (20 μM) は DGKα, DGKγ, DGKδ, DGKκを有意に阻害すること
を明らかにしている [22]。そこでまず、32:0-PA 産生酵素の候補となる DGK アイソザ
イムを探すために、Neuro-2a 細胞内で発現している DGK アイソザイムを調べた。
Neuro-2a 細胞から mRNA を抽出し、RT-PCR により cDNA を作製した。各 DGK アイソ
ザイムに対するプライマーに関しては、確かにワークすることはマウス脳から得た
cDNA を用いて確かめた (Fig. 14)。Neuro-2a 細胞の cDNA に対して RT-PCR を行ったと
ころ、DGKα, DGKδ, DGKη, DGKε, DGKζ, DGKι, DGKθが発現しており、一方で DGKβ, 
DGKγ, DGKκは検出限界未満であることが明らかになった (Fig. 14)。特に、DGKδと
DGKζの mRNA 発現量が多かったため、この 2 つの DGK アイソザイムに焦点を当て、
以下の実験を行った。 
 まず、最も発現の高かった DGKδについて、32:0-PA 産生に寄与するかどうかを検証
した。DGKδ-mRNA を認識する siRNA を Neuro-2a 細胞にエレクトロポレーション法を
用いて導入し、RA 及び血清飢餓による分化誘導を行い、DGKδの発現及び 32:0-PA の産
生量を解析した。DGKδの発現量は抗 DGKδ抗体を用いたウエスタンブロッティングに
より定量し、DGKδ-siRNA により DGKδの発現が顕著に抑制されていることを確認した 
(Fig. 15)。RA による分化誘導時の 32:0-PA 産生量に対する DGKδ-siRNA の影響を解析
したところ、DGKδ発現抑制による 32:0-PA 産生の変化は認められなかった (Fig. 16)。
血清飢餓による分化誘導でも同様に、DGKδ発現抑制による 32:0-PA 産生への影響は認
められなかった (Fig. 17)。 
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1-3-5 DGKζの発現抑制による 32:0-PA 産生酵素の探索 
 次に、もう一つの Neuro-2a 細胞で発現量が多い DGK アイソザイムである DGKζ (Fig. 
14) について 32:0-PA 産生に対する影響を検証した。DGKζは DGKζ1 (130 kDa) と
DGKζ2 (104 kDa) の 2 つのスプライスバリアントが同定されている [23, 24]。山形大学
の後藤教授から譲渡して頂いた抗 DGKζ抗体を用いたウエスタンブロッティングによ
ってNeuro-2a細胞内で発現しているDGKζを確認したところ、Neuro-2a細胞ではDGKζ1
と DGKζ2 の両方の発現が確認できた (Fig. 18)。DGKζ-mRNA に対する認識配列の異な
る 2 つの siRNA (DGKζ-siRNA #1, DGKζ-siRNA #2) を Neuro-2a 細胞に導入し、DGKζ1
及び DGKζ2 の発現量を確認した。その結果、DGKζ-siRNA #1 では DGKζの発現量が約
80%、DGKζ-siRNA #2 では約 90% 抑制されていた (Fig. 18)。RA による分化誘導時の
32:0-PA 産生量を解析したところ、DGKζ発現抑制により 32:0-PA 産生量は有意に減少し
ていた (Fig. 19)。血清飢餓による分化誘導でも同様に、DGKζ発現抑制により 32:0-PA
産生量は有意に減少していた (Fig. 20)。32:0-PA 産生の抑制効果はより DGKζの発現を
抑制していた DGKζ-siRNA #2 で高く、神経分化誘導による 32:0-PA の産生を半分以上
抑制していた (Fig. 19 と Fig. 20)。 
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1-3-6 DGKζの過剰発現による 32:0-PA 産生への影響 
 DGKζの発現抑制により、RA 及び血清飢餓による 32:0-PA の産生は有意に抑制されて
いた。しかしながら、この 32:0-PA の産生が DGKζのキナーゼ活性によるものかどうか
は確かではない。そこで、次に DGKζの過剰発現による 32:0-PA 産生への影響を調べた。 
 Neuro-2a 細胞内では DGKζ2 (130 kDa) が主に発現していた (Fig. 18)。そこで、マウ
ス脳 cDNA を鋳型とした PCR により DGKζ2 の翻訳領域 (137 – 3508 bp) を増幅した。
PCR 産物を精製し、EcoR Ι と Sal Ι で処理した。同様にして、AcGFP-C1 vector を EcoR Ι
と Sal Ι で処理した。制限酵素処理した PCR 産物及び AcGFP-C1 vector はゲル精製した
後、ライゲーション反応により DGKζ2 翻訳領域を AcGFP-C1 vector へと導入した。更
に、作製した DNA コンストラクト (AcGFP-DGKζ2-WT (Wild type)) を鋳型として、550
番目のグリシンをアスパラギン酸へと点変異させたキナーゼ活性欠失型 
(AcGFP-DGKζ2-KD (Kinase dead)) を作製した。実際に AcGFP-DGKζ2-KD が DGK 活性
を失っていることを確認した (Data not shown)。AcGFP vector、AcGFP-DGKζ2-WT、
AcGFP-DGKζ2-KD をエレクトロポレーション法により Neuro-2a 細胞へと導入し、増殖
用培地で 24 時間培養した後、RA 処理により 48 時間の分化誘導を行った。抗 DGKζ抗
体を用いたウエスタンブロッティングを行ったところ、AcGFP-DGKζ2 は内在性 DGKζ2
と同等以上発現していることが確認できた (Fig. 21)。RA による分化誘導時の 32:0-PA
産生量を解析したところ、AcGFP-DGKζ2-WT の過剰発現により 32:0-PA 産生は有意に
増加していた (Fig. 22A)。32:0-PA の産生が DGKζのキナーゼ活性依存的か否かを確か
めるために AcGFP-DGKζ-KD と比較したところ、AcGFP-DGKζのバンド強度あたりの
32:0-PA の産生量は AcGFP-DGKζ-WT の方が有意に高かった (Fig. 22B)。しかしながら、
AcGFP alone と比較すると AcGFP-DGKζ-KD の過剰発現においても 32:0-PA の産生は一
部促進されていた。 
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1-3-7 DGKζ発現抑制による神経突起形成への影響 
 DGKζの発現もしくはそのキナーゼ活性が神経分化誘導時の 32:0-PA 産生に関わるこ
とが分かった。そこで、次に DGKζの神経突起形成への影響を調べた。 
 Control siRNAもしくはDGKζ-siRNA #2をトランスフェクションしたNeuro-2a細胞を
poly-L-lysine コートした 60-mm dish へ 1×104 cells となるように播種した。37ºC で 24 時
間培養した後、RA による 24 時間の分化誘導を行った。その後、HE 染色により細胞形
態を観察した (Fig. 23)。神経突起を形成した細胞 (Fig. 23、アローヘッド) をカウント
し、control siRNA と DGKζ-siRNA #2 を比較したところ、突起を形成した細胞の割合は
DGKζの発現抑制により有意に減少していた (Fig. 24)。同様にして、血清飢餓による分
化誘導を行い、細胞形態を観察したところ (Fig. 25)、血清飢餓による突起形成も DGKζ
の発現抑制により有意に減少していた (Fig. 26)。 
 以上の結果より、DGKζは Neuro-2a 細胞の RA 及び血清飢餓による神経分化誘導で、
神経突起形成を正に制御することが示唆された。 
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1-3-8 神経分化誘導時の DG 分子種の解析 
 DGK は DG を基質としたリン酸化反応により PA を産生する脂質代謝酵素である。そ
こで、最後に基質 DG 分子種の神経分化での量的変動を LC-MS を用いて解析した。 
 Neuro-2a 細胞に RA もしくは血清飢餓で 24 時間の分化誘導を行った。総脂質を
Bligh-Dyer 法により抽出し、LC-MS により DG 分子種を測定した。RA による神経分化
誘導時では、32:0-DG が未分化細胞と比較して有意に増加していた (Fig. 27)。一方で、
他の DG 分子種は大きな量的変動は認められなかった。血清飢餓による神経分化誘導で
は、30:0-, 32:0-, 34:0-DG などの DG 分子種が未分化細胞と比較して有意に増加していた 
(Fig. 28)。一方で、38:5-, 38:4-, 40:6-DG は分化誘導によって減少していた。これらの結
果から、Neuro-2a 細胞の神経分化では共通して 32:0-DG が増加することが分かった。 
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1-4 考察 
 PA が神経分化で増加することは知られていたが、今までどの PA 分子種が増加するの
かは不明であった [25, 26]。主な理由としては、PA が微量成分であり、従来の LC-MS
手法ではその定量が困難であったためである。しかしながら、我々は最近、PA の解析
に特化した高感度・高再現性の LC-MS を用いた分析手法を開発した [16]。第 1 章では、
本手法を用いて Neuro-2a 細胞の RA (Fig. 3) と血清飢餓 (Fig. 8) による神経分化誘導で
16:0/16:0-PA が顕著に産生されることを初めて明らかにした。更に、RA による神経分
化での経時変化解析から、16:0/16:0-PA の産生が分化 1~2 日目に顕著に見られることが
分かった (Fig. 5)。この分化初期では、神経突起・軸索の出芽、突起形成、経路探索、
枝分かれ、分極などが起こる時期であることから [27]、16:0/16:0-PA はこれらの生理現
象に重要である可能性がある。 
 神経分化における 16:0/16:0-PA 産生酵素の探索を行ったところ、DGKζが 16:0/16:0-PA
の産生に関与していることが明らかとなった (Fig. 19、Fig. 20、Fig. 22)。データでは示
していないが、RA による分化 1~2 日で、DGKζ2 の発現量は 30%程度増加し、DGKζ1
の発現量は 20%程度減少していたが、DGKζの発現量の変化では 16:0/16:0-PA の劇的な
増加を説明できない。しかし、興味深いことに、DGKζ の基質となる 32:0-DG は Neuro-2a
細胞の神経分化誘導によって有意に増加していた  (Fig. 27、Fig. 28)。従って、
16:0/16:0-PA 産生は DG 供給経路の活性化によって制御されている可能性がある。 
 Neuro-2a 細胞内では、16:0/16:0-PA 産生酵素であった DGKζ に加えて、DGKδ も mRNA
レベルで強く発現していた (Fig. 14)。しかしながら、16:0/16:0-PA の産生は DGKδの発
現抑制により影響を受けなかったため (Fig. 16、Fig. 17)、DGKδ の神経分化における PA
産生への寄与は小さいと言える。一方で、当研究室の研究で、DGKδ が C2C12 骨格筋
芽細胞の高濃度グルコース刺激によって 30:0-, 30:1-, 32:0-, 32:1-, 34:0-, 34:1-PA を産生
することを明らかにしている [17]。30:0-, 32:0-, 34:0-PA は Neuro-2a 細胞の神経分化で
も共通して増加していた分子種である (Fig. 3、Fig. 8)。C2C12 骨格筋芽細胞では、DGKδ
は PC 特異的ホスホリパーゼ C によって産生される DG 分子種を基質として利用してい
る [17]。データは示していないが、PC 特異的ホスホリパーゼ C 阻害剤である D609 は
神経分化における 16:0/16:0-PA の産生を阻害しなかった。従って、神経分化において、
DGKζはC2C12骨格筋芽細胞でのDGKδとは異なるDG供給経路を利用していると考え
られる。 
 また、DGK アイソザイムの 1 つである DGKεは、in vitro で 2 位にアラキドン酸 (20:4) 
を持つ DG 分子種に基質選択性を示す [28–30]。ホスファチジルイノシトール-4,5-ビス
リン酸 (PI(4,5)P2) 分子種はそのほとんどが 18:0/20:4-PI(4,5)P2 で構成されており [31, 
32]、DGKεは18:0/20:4-PI(4,5)P2代謝産物である18:0/20:4-DG (38:4-DG) から18:0/20:4-PA 
(38:4-PA) を主に産生する [33]。Neuro-2a 細胞の RA による神経分化では 38:4-PA が減
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少しており (Fig. 3)、38:4-DG は増加していなかった (Fig. 27)。また、Neuro-2a 細胞の
血清飢餓による神経分化では 38:4-PA と 38:4-DG はともに有意に減少していた (Fig. 8
と Fig. 28)。従って、神経分化において、DGKζは DGKεとも異なる DG 供給経路を利用
していると考えられる。 
 CTLL-2 細胞のインターロイキン-2 刺激は DGKαを活性化することが分かっており 
[34, 35]、我々は DGK 阻害剤である R59949 がインターロイキン-2 刺激に応答した 36:1-, 
40:5-, 40:6-PA の産生を抑制することを明らかにしている [16]。これらは Neuro-2a 細胞
の神経分化誘導によって産生される PA 分子種とは全く異なっており、DGKζが DGKα
とは異なる DG 供給経路を利用していることを示唆している。本研究では、16:0/16:0-DG
供給経路の同定にまでは至らなかったが、Neuro-2a 細胞の神経分化では新規の DG 供給
経路が働いている可能性が示唆された。 
 DGKζ の発現量は DGKζ-siRNA #2 により 90%以上抑制されていたにも関わらず、神
経分化による 16:0/16:0-PA 産生をそれぞれ 58%と 57%しか抑えなかった (Fig. 19、Fig. 
20)。つまり、Neuro-2a 細胞の神経分化では、DGKζ以外の酵素も 16:0/16:0-PA の産生に
関与していると考えられる。例えば、DGKι は DGKζ とよく似た構造的特徴を有し (Fig. 
13)、Neuro-2a 細胞で比較的強く発現している (Fig. 14)。従って、DGKι も 16:0/16:0-PA
の産生に関与する可能性がある。 
 PLD2 により産生される PA は神経成長因子による神経突起伸長を促進することが報
告されているが [36, 37]、ノックアウトマウスを用いた研究から PLD2 は 32:1-PA や
38:4-PA を産生することが示唆されている [38]。Neuro-2a 細胞の神経分化では 32:1-PA
は僅かに増加していたが、38:4-PA は逆に減少していた (Fig. 3、Fig. 8)。実際に、PLD1/2
阻害剤である FIPI は 16:0/16:0-PA の産生を阻害しなかった (Fig. 11、Fig. 12)。逆に、
Neuro-2a 細胞の血清飢餓による神経分化では、16:0/16:0-PA の産生が PLD の阻害 (1 μM 
FIPI) によって有意に増加していた (Fig. 12)。アフリカミドリザル腎細胞である BSC-1
細胞の PLD 阻害 (750 nM FIPI) では DGK 依存的ネガティブフィードバックによって
PA が増加することが示唆されている [39]。従って、血清飢餓時の PLD 阻害による
16:0/16:0-PA の増加も同様の機構が働いている可能性がある。これらの結果は、Neuro-2a
細胞の神経分化での 16:0/16:0-PA 産生における PLD2 の寄与は小さいことを示唆してい
る。一方で、protein arginine methyltransferase 8 (PRMT8) が PLD 活性を有することが最
近報告されたが [40]、PRMT8 が FIPI 非感受性かどうかは不明である。更に、mitoPLD
はFIPI非感受性であることが分かっているため [41]、PRMT8やmitoPLDは 16:0/16:0-PA
の産生に関与する可能性がある 
 DGKζ によって産生される PA は p21 activated kinase 1 を活性化し、結果として神経
突起の伸展に重要な Rac1 を活性化させることが報告されている [8]。更に、DGKζは
NIE-115 細胞の神経突起伸長をキナーゼ活性非依存的に促進することが報告されている 
[42]。RA による 16:0/16:0-PA 産生は、DGKζのキナーゼ活性によって促進されることが
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示されたが (Fig. 22)、DGKζ-KD でも 16:0/16:0-PA の産生は一部認められた (Fig. 22B)。
DGKζ-KD で 16:0/16:0-PA の産生が促進された理由として、DGKζ-KD が PDZ ドメイン
を介した分子間相互作用により内在性 DGKζを活性化する可能性が考えられ [42]、今回
も同様の機構で 16:0/16:0-PA の産生が促進されたと考えられる。従って、これらの知見
から、DGKζにより産生される 16:0/16:0-PA は Rac1 の活性化を介して神経突起の伸長を
正に制御していると考えられる。実際に、DGKζの発現抑制によって神経分化誘導に応
答した神経突起形成は有意に抑制された (Fig. 24、Fig. 26)。また、DGKζは PA 産生を
介してスパインの安定性増加にも寄与している [43]。DGKζ はおそらく PA 分子種の量
的調節を介して、神経突起形成とスパイン形成の両方で重要な役割を果たしていると考
えられる。しかしながら、リン脂質は膜透過性が低く、Neuro-2a 細胞に 16:0/16:0-PA を
導入することは技術的に困難であったため、神経突起形成能に対する 16:0/16:0-PA の直
接的な効果は解析出来なかった。 
 第 1 章では、16:0/16:0-PA のようなパルミチン酸を含む PA 分子種が RA や血清飢餓
による Neuro-2a 細胞の神経分化で劇的に増加することを初めて見出し、DGKζ が
16:0/16:0-PA の産生に関わるとともに神経突起形成を正に促進することを明らかとした。
神経細胞での 16:0/16:0-PA 特異的ターゲット蛋白質の同定は、神経分化の分子メカニズ
ムを理解する上で重要な知見となり得るため、今後の更なる研究が期待される。 
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第 2 章 
ホスファチジン酸分子種の 
α-シヌクレインとの結合能の解析 
及び 2 次構造と凝集能への影響 
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2-1 緒言 
 我々は最近 PA 分子種の測定に特化した LC/MS 分析条件を確立し [16, 17]、Neuro-2a
細胞の神経分化誘導で 16:0/16:0-PA が顕著に産生されることを見出した [18]。本研究で、
我々はリポソーム沈降法と MS 解析を用いたスクリーニングで、マウス脳から
16:0/16:0-PA 結合蛋白質を同定した。更に、興味深いことに、我々はα-シヌクレインが
16:0/16:0-PA と結合することを見出した。 
 α-シヌクレインは脳に豊富に存在する蛋白質で、特にシナプス前終末に豊富に存在し
ており [44, 45]、その生理機能は不明である。しかしながら、α-シヌクレインはパーキ
ンソン病やレビー小体認知症でみられるレビー小体の主成分であるため、パーキンソン
病に関連すると考えられている [46]。パーキンソン病の 95％は孤発性であるが、家族
性パーキンソン病ではα-シヌクレインに変異がみられるものが多い。α-シヌクレインは
異常凝集によって神経毒性を示すため、パーキンソン病の発症原因のひとつであると考
えられている。興味深いことに、α-シヌクレインはホスファチジルセリン (PS) [48] や
PA [47, 49] などの酸性リン脂質を含む小胞に結合することが報告されている。α-シヌク
レインは保存された KTKEGV モチーフのリピートを持ち [50]、そのリジン残基は酸性
リン脂質との相互作用に重要である [51]。しかしながら、これらの研究では、一般的
に脳に豊富に存在している 16:0/18:1-PA のみを用いている。従って、PA 分子種のアシ
ル鎖の違いによるα-シヌクレインとの相互作用への影響はほとんどわかっていない。本
研究 [52] では、16:0/16:0-, 16:0/18:1-, 18:1/18:1-, 18:0/18:0-, 18:0/20:4-PA を用いて、α-
シヌクレインの結合活性を調べた。 加えて、PA 分子種によるα-シヌクレインの 2 次構
造変化と凝集についても解析した。 
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2-2 試薬と実験手法 
2-2-1 試薬 
セラムチューブインナーキャップ (住友ベークライト株式会社) 
1-palmitoyl-2-oloyl-sn-glycero-3-phophocholine (16:0/18:1-PC) (Sigma Aldrich) 
L-a-phsophatidylcholine from egg yolk (egg yolk-PC) (Sigma Aldrich) 
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate (16:0/16:0-PA) (Avanti Polar Lipids) 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphate (16:0/18:1-PA) (Avanti Polar Lipids) 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:1/18:1-PA) (Avanti Polar Lipids) 
1,2-distealoyl-sn-3-phosphate (18:0/18:0-PA) (Avanti Polar Lipids) 
1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/20:4-PA) (Avanti Polar Lipids) 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine (18:1/18:1-PS) (Avanti Polar Lipids) 
Cholesterol (Chol) (Wako Pure Chemical Industries) 
 
2-2-2 リポソームの調製 
 マウス脳からの 16:0/16:0-PA 結合蛋白質の同定には以下の組成のリポソームを用い
た： 16:0/16:0-PS リポソーム  (egg yolk-PC (80 mol%), 16:0/16:0-PS (20 mol%)); 
16:0/16:0-PA リポソーム (egg yolk-PC (80 mol%), 16:0/16:0-PA (20 mol%))。1.5 mL チュー
ブに上述した比率になるように総量 200 ng の脂質を加え、窒素気流下で乾固させた。
形成された脂質フィルムに HEPES buffer (25 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM 
dithiothreitol) を加えて、ボルテックスで 1 分間撹拌した後、Branson Sonifier 450 を用い
た超音波処理 (出力 3、サイクル 100%、水浴温度 50ºC、2 分間) にてリポソームを調製
した。 
 α-シヌクレインの性質解析には以下の組成のリポソームを用いた： コントロールリ
ポソーム (Chol (50 mol%), 16:0/18:1-PC (50 mol%)); PA リポソーム (Chol (50 mol%), 
16:0/18:1-PC (35 mol%), 各 PA 分子種 (15 mol%))。セラムチューブインナーキャップに
上述した比率になるように総量 800 ng の脂質を加え、窒素気流下で乾固させた。形成
された脂質フィルムに脂質結合アッセイやプロテインキナーゼ K (PK) アッセイに用い
る場合には HEPES-buffer (25 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol) を、
円二色性 (CD) スペクトル測定に用いる場合には 25 mM HEPES (pH 7.4) をそれぞれ加
えた。75ºC の水浴で 10 分間撹拌した後、ボルテックスで 1 分間撹拌し、Branson Sonifier 
450 を用いた超音波処理 (出力 3、サイクル 50%、水浴温度 75ºC、20 分間) にてリポソ
ームを調製した。 
 
2-2-3 PA 結合蛋白質としてのα-シヌクレインの同定 
 マウス脳 (female, 26 week-old) は HEPES-buffer (50 mM HEPES, pH 7.2, 150 mM NaCl, 
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50 mM MgCl2, complete protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science)) でホモジェナ
イズした。マウス脳ホモジェネートは 16:0/16:0-PS リポソームと 4ºC で 30 分間インキ
ュベーションし、200,000×g で 1 時間遠心することで非特異的結合蛋白質を除去した。
同様の操作を合計 3 回行った。その後、16:0/16:0-PS もしくは 16:0/16:0-PA リポソーム
と 4ºC で 30 分間インキュベーションし、200,000×g で 1 時間遠心した。沈殿物は
HEPES-buffer で再溶解した。16:0/16:0-PA 結合蛋白質は SDS-PAGE にて分離し、銀染色
にて検出した。19 kDa 付近のバンドのゲル内消化及び質量分析による蛋白質の同定は
以前の手法を用いた [53]。 
 
2-2-4 α-シヌクレインのクローニング及び 6×His タグ融合α-シヌクレインの精製 
 マ ウ ス 脳 cDNA よ り フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 
(5’-GGGCTCGAGATGGATGTGTTCATGAAAGGA-3’) と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 
(5’-GGGCTCGAGTTAGGCTTCAGGCTCATAGTC-3’) を用いてα-シヌクレインの翻訳領
域を増幅し、PCR 産物は Xho Ι で制限酵素処理した。ゲル精製をした後、T4 DNA Ligase 
(タカラバイオ) を用いたライゲーション反応で pET-14b vector (Novagen) へと導入した。
作製したコンストラクトは Rosetta 2 (DE3) (Novagen) へと形質転換した。6×His タグ融
合α-シヌクレインの発現は isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) (0.1 mM) (Wako 
Pure Chemical Industries) を添加し、37 ºC で 3 時間培養することで誘導した。菌体は溶
解バッファー (50 mM Tris–HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA (Dojindo), 1 mM dithiothreitol, 20 
μg/ml aprotinin (Wako Pure Chemical Industries), 20 μg/ml leupeptin (Nacalai Tesque), 20 
μg/ml pepstatin (Nacalai Tesque), 20 μg/ml soybean trypsin inhibitor (Wako Pure Chemical 
Industries), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (Wako Pure Chemical Industries)) で再懸濁
し、超音波で破砕した。不溶性画分は遠心 (12,000 rpm) により除去した。可溶性画分
中の 6×His タグ融合α-シヌクレインは Ni Sepharose 6 fast flow column (GE Healthcare) を
用いたアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。透析用バッファーは、脂質
結合試験や PK 耐性試験に用いるサンプルには HEPES バッファー (25 mM HEPES, pH 
7.4, 100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol) を用い、CD スペクトル解析に用いるサンプルに
は 25 mM HEPES (pH 7.4) を用いた。蛋白質濃度は BCA protein assay kit (Thermo Fisher 
Scientific) を用いて測定した。 
 
2-2-5 脂質結合試験 
 精製したα-シヌクレイン (3 μM) をコントロールリポソームもしくは各 PA 分子種を
含むリポソームと 25ºC で 1 時間インキュベーションした。その後、CS100GX II 遠心機 
(Hitachi Koki) と S100AT3 アングルローター (Hitachi Koki) を用いて 200,000×g で 1 時
間遠心した。沈殿は HEPES バッファー (25 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM 
dithiothreitol) で再懸濁した。 
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2-2-6 CD スペクトル解析 
 精製したα-シヌクレイン (20 μM) をコントロールリポソームもしくは各 PA 分子種
を含むリポソームと 25ºC で 1 時間インキュベーションした。CD 測定は JASCO J-805 ス
ペクトロメーター (Jasco Analytical Instruments) と 0.2-mm 石英キュベット (Starna 
Scientific) を用いて行った。各測定結果は 5 回の積算から求めた。蛋白質の 2 次構造は
DichroWeb [54, 55] のインターフェース上で CDSSTR アルゴリズム [56] を用いて算出
した。 
 
2-2-7 PK 耐性試験 
 以前に報告された手法 [57] を参考にして行った。精製したα-シヌクレインをコント
ロールリポソーム、16:0/18:1-PA リポソーム、18:1/18:1-PA リポソームと 37ºC で 14 日
間インキュベーションした。その後、PK を 0~10 μg/mL になるように添加し、37ºC で
20 分間 処理した。分解されていないα-シヌクレインは SDS-PAGE で分離した後、抗α-
シヌクレイン抗体 (Santa Cruz Biotechnologies) を用いたウエスタンブロッティングに
より検出した。α-シヌクレインのバンド強度は Image-J を用いて定量した。 
 
2-2-8 統計処理 
 統計処理は Student's t-test もしくは one-way ANOVA と Tukey 法を用いて行った。 
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2-3 結果 
2-3-1 マウス脳からの 16:0/16:0-PA 結合蛋白質の同定 
 第 1 章にて、マウス神経芽腫細胞である Neuro-2a 細胞の神経分化で 16:0/16:0-PA が劇
的に産生されることを明らかにした [18]。従って、我々はマウス脳から 16:0/16:0-PA 結
合蛋白質を探索した。16:0/16:0-PS リポソームとのインキュベーションにより非特異的
結合蛋白質を除去したマウス脳ホモジェネートと 16:0/16:0-PAリポソームをインキュベ
ーションし、超遠心分離により 16:0/16:0-PA リポソーム結合性画分を得た。また、同様
の操作からコントロールとして 16:0/16:0-PS リポソーム結合性画分を得た。上記のリポ
ソーム結合性画分中の蛋白質を SDS-PAGE で分離し、銀染色により検出したところ、
約 19 kDa の位置に 16:0/16:0-PA 結合蛋白質と思われるバンドが認められた (Fig. 29)。
更に、ゲル内消化と MS 解析の結果、約 19 kDa のバンドから 16:0/16:0-PA 結合蛋白質
候補としてα-シヌクレイン及びプロトルーディンを得た (Table 3)。 
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2-3-2 α-シヌクレインのクローニング及び 6×His タグ融合α-シヌクレインの精
製 
 マウス脳 cDNA を鋳型とした PCR によりα-シヌクレインの翻訳領域 (51 – 473 bp) を
増幅した。PCR 産物を精製し、Xho Ι で処理した。同様にして、pET-14b vector を Xho Ι
で処理した。制限酵素処理した PCR 産物及び pET-14b vector はゲル精製した後、ライゲ
ーション反応によりα-シヌクレイン翻訳領域を pET-14b vector へと導入した。作製した
コンストラクトは Rosetta 2 (DE3) へと形質転換し、IPTG (0.1 mM) による発現誘導を行
い、可溶性画分から Ni アフィニティークロマトグラフィーによりα-シヌクレインを精
製した (Fig. 30)。 
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2-3-3 精製α-シヌクレインを用いた PA 分子種別結合試験 
 16:0/18:1-PA はマウス脳での主要 PA 分子種であるため、16:0/18:1-PA のみがα-シヌク
レインの結合アッセイに一般的に用いられている [47, 49, 58]。従って、PA の脂肪酸組
成の違いのα-シヌクレインとの相互作用への影響は分かっていない。我々は 5 つの PA
分子種 (16:0/16:0-, 16:0/18:1-, 18:1/18:1-, 18:0/18:0-, 18:0/20:4-PA) とα-シヌクレインとの
結合活性を比較した。精製したα-シヌクレインと各 PA 分子種を含むリポソームとをイ
ンキュベーションし、超遠心分離によりリポソーム非結合画分 (S: Supernatant) とリポ
ソーム結合画分 (P: Precipitate) とに分けた。蛋白質は SDS-PAGE で分離し、CBB 染色
で検出した (Fig. 31)。結合活性は S と P のバンド強度の合計に対する P のバンド強度
の割合から求めた。その結果、16:0/16:0-PA はコントロールと比較して 6.5 倍強く結合
した (Fig. 32)。興味深いことに、16:0/18:1-, 18:1/18:1-, 18:0/20:4-PA はコントロールと比
較して有意に強くα-シヌクレインと結合した。特に、18:1/18:1-PA との結合強度は最も
強く、16:0/18:1-PA と比較して 2.9 倍も強くα-シヌクレインと結合していた。 
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2-3-4 α-シヌクレインの 18:1/18:1-PA 及び 18:1/18:1-PS との結合強度の比較 
 16:0/18:1-PS は 16:0/18:1-PA と同等程度に α-シヌクレインと結合することが報告され
ている [49]。従って、我々は次に 18:1/18:1-PA 及び 18:1/18:1-PS のα-シヌクレインとの
結合活性を比較し、この脂肪酸組成でも同様の結果となるのかどうか検証した。 
 精製したα-シヌクレインをコントロールリポソーム、18:1/18:1-PA リポソーム、
18:1/18:1-PS リポソームと 25ºC で 1 時間インキュベーションし、超遠心分離によりリポ
ソーム非結合画分 (S: Supernatant) とリポソーム結合画分 (P: Precipitant) とに分けた。
その後、蛋白質を SDS-PAGE で分離し、CBB 染色により検出した。その結果、コント
ロールと比較して 18:1/18:1-PA と 18:1/18:1-PS はα-シヌクレインと結合した (Fig. 30)。
α-シヌクレインに対する 18:1/18:1-PS の結合活性は 16:0/18:1-PA とのそれとほぼ同等で
あった (Fig. 28、Fig. 30)。しかしながら、18:1/18:1-PA の結合活性は 18:1/18:1-PS のそ
れよりも 2.4 倍も高かった (Fig. 30)。 
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2-3-5 α-シヌクレインの 2 次構造への 18:1/18:1-PA リポソームの影響 
 酸性リン脂質を含むリポソーム膜に結合したα-シヌクレインはα-ヘリックスを形成
するので [58, 59]、18:1/18:1-PA 存在下でのα-シヌクレインのα-ヘリックス構造の形成
を CD スペクトル解析により検証した。 
 精製したα-シヌクレイン (20 μM) はコントロールリポソーム、16:0/18:1-PA リポソー
ム、18:1/18:1-PA リポソームと 25ºC で 1 時間インキュベーションした。その後、190 – 260 
nm の波長での CD スペクトルを測定した。データはα-シヌクレインを含まない溶液と
の差スペクトルで示した (Fig. 35)。α-シヌクレインは 200 nm 付近に負の極大を持って
いたが、これはランダムコイルの特徴的スペクトルである。コントロールリポソームは
α-シヌクレインの CD スペクトルに影響を与えなかったが、16:0/18:1-PA リポソーム及
び 18:1/18:1-PA リポソームは CD スペクトルを劇的に変化させた。16:0/18:1-PA リポソ
ーム及び 18:1/18:1-PA リポソームは 208 nm と 222 nm 付近の負の極大を増加させたが、
これらはα-ヘリックスの特徴的スペクトルである。興味深いことに、このスペクトルの
変化は 18:1/18:1-PA の方が 16:0/18:1-PA よりも 1.5 倍大きかった 
 次に、CDSSTR というアルゴリズム [56] を用いて 2 次構造の解析を行い、2 次構造
変化を確認した。その結果、α-シヌクレインは 71%がランダムコイル (Unordered form) 
であり、α-ヘリックスはわずか 4%であった (Fig. 36)。コントロールリポソームは、α-
シヌクレインとほとんど同様で、ランダムコイルが 73%でα-ヘリックスが 5%であり、
リポソームによる 2 次構造への影響は見られなかった。一方で、16:0/18:1-PA リポソー
ムと 18:1/18:1-PA リポソームはα-ヘリックスが顕著に増加しており、それぞれ 38%と
53%であった。β-ストランドやβ-ターンへのこれらのリポソームの影響は認められなか
った。これらのデータは、ランダムコイルからα-ヘリックスへの 2 次構造変化の促進能
は、16:0/18:1-PA よりも 18:1/18:1-PA の方が高いことを示している。 
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2-3-6 精製α-シヌクレインを用いた PA 結合による凝集能への影響の評価 
 凝集したα-シヌクレインを含むレビー小体の蓄積はパーキンソン病の特徴である 
[46]。加えて、酸性脂質を含む小胞は in vitro でα-シヌクレインの凝集及びフィブリル化
を引き起こすとされている [60]。従って、我々は 18:1/18:1-PAリポソームが 16:0/18:1-PA 
リポソームと比較してα-シヌクレインの凝集をより強く引き起こすのか否かを、オリゴ
マー形成や PK 耐性をみることで検討した。 
 精製したα-シヌクレインをコントロールリポソーム、16:0/18:1-PA リポソーム、
18:1/18:1-PA リポソームと 37ºC で 14 日間インキュベーションした。その後、0~10 μg/ml
の PK で処理し、抗α-シヌクレイン抗体を用いたウエスタンブロッティングでα-シヌク
レインを検出した (Fig. 37)。α-シヌクレインの SDS 耐性オリゴマー形成は、PK 処理な
しのモノマー (~19 kDa) とオリゴマー (~38 kDa, ~76 kDa) のバンド強度の比から評価
した (Fig. 38)。その結果、SDS 耐性のオリゴマー形成はコントロールリポソームと比較
して 16:0/18:1-PAリポソーム (3.8倍) や 18:1/18:1-PAリポソーム (6.5倍) で有意に増加
していた (Fig. 33)。更に、18:1/18:1-PA リポソームは 16:0/18:1-PA リポソームよりも 1.7
倍強くα-シヌクレインのオリゴマー形成を促進していた。 
 α-シヌクレインを 0.01 μg/ml の PK で処理したとき、分解されていないα-シヌクレイ
ンの相対量はコントロールリポソームと 16:0/18:1-PA リポソーム及び 18:1/18:1-PA リポ
ソームとでほとんど差異はなかった (Fig. 39)。しかしながら、α-シヌクレインを 0.1 
μg/ml の PK で処理したとき、18:1/18:1-PA リポソームはコントロールリポソームと比較
してより強く PK 耐性のα-シヌクレイン形成を促進した。一方で、16:0/18:1-PA リポソ
ームは PK 耐性のα-シヌクレイン形成に対して有意な効果は示さなかった。これらの結
果は、16:0/18:1-PA と比較して、18:1/18:1-PA がより強くα-シヌクレインの異常凝集を
促進することを示唆している。 
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2-4 考察 
 第 2 章では、第 1 章で神経分化誘導に顕著に産生されることが明らかになった
16:0/16:0-PA を用いた 16:0/16:0-PA 結合蛋白質のスクリーニングを行い、候補蛋白質と
してα-シヌクレインとプロトルーディンを得た (Table 3)。α-シヌクレインは酸性リン脂
質を含む小胞に結合することが報告されている [49]。第 1 章でも述べたように、PA は
グリセロール骨格の 1 位と 2 位に結合する脂肪酸の種類や組み合わせから 50 種以上の
分子種が存在する。しかしながら、PA の脂肪酸組成の違いによる生理機能に及ぼす影
響の差異はほとんど分かっていない。特に、α-シヌクレインとの結合試験には脳内の主
要 PA 分子種である 16:0/18:1-PA のみが共通して用いられてきた [47, 49, 58]。そこで、
スクリーニングに用いた 16:0/16:0-PA と他の研究で用いられている 16:0/18:1-PA を含む
5 つの PA 分子種 (16:0/16:0-, 16:0/18:1-, 18:1/18:1-, 18:0/18:0-, 18:0/20:4-PA) を用いて結
合試験を行ったところ、意外にも 18:1/18:1-PA がα-シヌクレインと最も強く結合する PA
分子種であることが分かった (Fig. 32)。α-シヌクレインは 16:0/16:0-PA を用いたスクリ
ーニングにより同定されたが、コントロールと比較して 6.5 倍の結合活性を示したもの
の有意差は認められなかった。有意な結合活性を示した PA 分子種は 16:0/18:1-, 
18:1/18:1-, 18:0/20:4-PA の 3 つで、これらは共通して一価不飽和脂肪酸や多価不飽和脂
肪酸を含んでいた。α-シヌクレインと最も強く結合した 18:1/18:1-PA は不飽和脂肪酸鎖
を 2 本有するが、16:1/18:1-PA や 18:0/20:4-PA は 1 本のみである。これは 2 つの不飽和
脂肪酸を有することがα-シヌクレインとの結合に重要であることを示唆しており、膜流
動性の上昇によりα-シヌクレインとの結合に適した膜環境が形成されている可能性が
考えられる。 
 また、α-シヌクレインは他の酸性リン脂質である PS とも強く結合し、α-シヌクレイ
ンに対する結合活性は 16:0/18:1-PS と 16:0/18:1-PA とで同程度であることが報告されて
いる [49]。18:1/18:1-PA のα-シヌクレインとの結合活性は 16:0/18:1-PA の 2.9 倍 (Fig. 32) 
で 18:1/18:1-PS の 2.4 倍 (Fig. 34) であった。従って、16:0/18:1-PS と 18:1/18:1-PS は同
程度の結合活性であると推察され、脂肪酸組成の違いによる影響は大きくないと考えら
れる。つまり、18:1/18:1-PA がα-シヌクレインと最も強く結合する酸性リン脂質である
と言える。 
 α-シヌクレインは酸性リン脂質を含む小胞に結合することでランダムコイル構造か
らα-ヘリックス構造へと構造変化し、最終的に凝集して線維化することが知られている 
[60]。CD スペクトル測定による 2 次構造変化解析の結果、16:0/18:1-PA と 18:1/18:1-PA
によって CD スペクトルは劇的に変化し、α-ヘリックスの特徴である 208 nm と 222 nm
付近に負の極大が見られた (Fig. 35)。CDSSTR アルゴリズムを用いた解析により、
16:0/18:1-PA ではα-ヘリックス含量が 5%から 38%に、18:1/18:1-PA では 53%にまで増加
し、18:1/18:1-PA がより強くα-シヌクレインの構造変化を促すことが分かった (Fig. 36)。
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更に、凝集の指標として SDS 耐性オリゴマー形成と PK 耐性を試験したところ、
16:0/18:1-PA より 18:1/18:1-PA の方が強い促進効果を示した (Fig. 38、Fig. 39)。これら
の結果は、α-シヌクレインと各 PA 分子種との相互作用の強さの違いを反映しているよ
うに見える。つまり、18:1/18:1-PA が最も強くα-シヌクレインの異常凝集を促す酸性リ
ン脂質であると考えられる。 
 パーキンソン病は約 9 割が孤発性であり、孤発性パーキンソン病では、「老化」が最
も大きな発症要因であると考えられている [61]。興味深いことに、PA は高齢の雄マウ
ス (48 – 56 週齢) で増加し、PS は逆に減少するという報告がある [62]。この知見はパ
ーキンソン病の発症率が女性と比べて男性の方が 1.5 倍高いという統計的解析 [63, 64] 
とも相関しており、PA 量の増加がパーキンソン病発症に関連している可能性がある。
本研究では、18:1/18:1-PA がα-シヌクレインの SDS 耐性オリゴマー形成 (Fig. 38) と PK
耐性 (Fig. 39) を強く促進することを見出した。これらの現象はα-シヌクレインの異常
凝集に類似しており、18:1/18:1-PA がレビー小体形成の要因である可能性を示している。
18:1/18:1-PA は脳内の PA 分子種の中では主要分子種であり、16:0/18:1-PA の約半分程度
存在している [62]。従って、老化に伴い 18:1/18:1-PA が蓄積することでα-シヌクレイン
の異常凝集が促進される可能性がある。 
 PA は細胞内で様々な経路により合成される。de novo 経路では、LysoPA からアシル
トランスフェラーゼにより合成され、リン脂質合成の出発点として働く [65]。リモデ
リング経路では、DGK や PLD によって産生され (第 1 章参照)、シグナル脂質として機
能する。興味深いことに、ゲノムワイド関連解析から DGKQ (DGKθの遺伝子) の一塩
基多型 (rs1564282, rs11248060) がパーキンソン病の発症リスクと連関することが示唆
されている [66–68]。しかしながら、これらの変異とパーキンソン病との分子生物学的
な関係性は明確ではない。DGKθはⅤ型に属す DGK アイソザイムであり、脳内では大脳
や小脳に高発現している [69]。また、DGKθの過剰発現により 18:1/18:1-PA が増加する
ことから [70]、DGKθが脳内で 18:1/18:1-PA を産生することでα-シヌクレインの異常凝
集を引き起こす可能性がある。 
 
 第 2 章では、16:0/16:0-PA 結合蛋白質のスクリーニングを行い、候補としてα-シヌク
レインとプロトルーディンを得た (Table 3)。α-シヌクレインは、パーキンソン病患者の
黒質ニューロンに特徴的なレビー小体の主成分であり、本章から 18:1/18:1-PA と強く結
合して異常凝集することが明らかとなった。また、プロトルーディンは 2006 年に同定
された蛋白質であり、神経突起伸長への関与が報告されている [71]。従って、第 1 章
で神経分化誘導時に産生されることが同定された 32:0-PA (16:0/16:0-PA) の下流因子で
ある可能性が考えられる。このように脂質の脂肪酸組成にまで着目した解析を行い、実
際に細胞内で起こっている生命現象を再現することで、より緻密で正確な分子メカニズ
ムが明らかになることが期待される。本章では、α-シヌクレインが 18:1/18:1-PA 存在下
77 
 
で異常凝集が最も強く促進されるという重要な知見を得た。 
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